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Samenvatling
Aan het begin van de legperiode past de kip de samenstelling van haar Very Low Density
Lipoproteinen aan ten behoeve van de dooiervorming (vitellogenese). Voor dit doel wordt een
speciale kleine subeenheid in het VlDl-complex geincorporeerd, het apo Very Low Density
Lipoproteine II (apoVLDL II). De aanmaak van het hen-specifieke apoVLDL II vindt alleen
plaats in de lever en is aftrankelijk van de aanwezigheid van het vrouwelijke geslachtshormoon
oestradiol De controle van de apoVLDL Il-genexpressie vindt primair plaats op het nivo van
transcriptie. De strikte plaats (lever) en condities voor expressie (aanwezigheid van oestradiol)
maakt het apo\{LDL II gen tot een geschikt model voor onderzoek naar de mechanismen van
eukaryote genregulatie.
De transcriptie van eukaryote genen staat onder controle van genregulatoire eiwitten,
transcriptiefactoren genoemd. Het zljnveelal DNA-bindende eiwitten die korte DNA-volgor-
des (cis-regulatoire lementen) in de de buurt van hun doelwitgenen herkennen Bij genen die
door oestradiol worden aangeschakeld is de oestradiolreceptor (estrogen receptor, ER)
betrokken. Dit is een intra-cellulaire, hormoon-activeerbare transcriptiefactor die genen kan
aanschakelen via DNA-binding aan zogenaamde Estrogen Response Elements (EREs). Alleen
in cellen die de oestradiolreceptor bevatten vindt oestradiolinductie van genen plaats Echter,
de expressie van een specifiek oestradiolaftrankelijk gen is doorgaans beperkt tot edn of een
paar celtypen uit de totale set van oestradiolgevoelige cellen. Dit heeft te maken met het feit
dat celtype-specifieke transcriptie van een gen zelden wordt bepaald door 66n transcriptiefactor
alleen maar meestal door een unieke combinatie van meerdere transcriptiefactoren. Zo is voor
de expressie van het apoVLDL Il-gen naast de oestradiolreceptor minimaal de aanwezigheid
van leverspeciheke transcriptiefactoren vereist.
apoVLDL ll
In het 300-baseparen regulatiegebied van het apoVLDL gen II gelegen stroomopwaarts van
het coderende gedeelte bevinden zich bindingsplaatsen voor verschillende transcriptiefactoren,
waaronder de oestradiolreceptor (ER) en ieden van de CCAAT/enhancer-binding protein
(C/EBP) familie Twee leden van deze transcriptiefactorfamilie, C/EBPa en C/EBPB, komen
in relatief hoge concentraties voor in lever en in mindere mate in een beperkt aantal andere
weefsels (Hoof<lstuk 2). De vragen die in dit proefschrift aan de orde komen betreffen de
regulatie van het kippe-C/EBPa, de functie van C/EBP als transcriptiefactor in de regulatie
van het apoVLDL II gen en de vermoede wisselwerking tussen C/EBP en de ER.
cC/EBPc
We hadden ons als eerste doel gesteld het volledige kippe-C/EBPa (Ehicken C/EBPc) te
kloneren. Het werk aan C/EBP is geinitieerd door mijn voorganger Jan Wijnholds, die een
partiele cDNA kloon heeft geisoleerd (zie zijn proefschrift, hoofdstuk 5, 1991) De hierbij
behorende genomische kloon is door mij geisoleerd en er zijn 3000 baseparen van gesequen-
ced. Deze sequentie omvatte het volledige cC/EBPa coderende gebied en 1500 baseparen
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stroomopwaarts gelegen DNA met potentieel interessante regulatoire sequenties (Hoofclstuk
2). Analyse van de nucleotide sequentie bracht aan het licht dat de coderende sequentie n het
aangrenzende regelgebied een CpG-eiland vormen. Het CpG-eiland heeft een hoog C+G
gehalte en bevat veel meer CpG-dinucleotiden dan gemiddeld in DNA van gewervelden
voorkomen. Onderzoek door andere onderzoekers aan andere genen heeft aangetoond dat
methylering van cpG-eilanden, die doorgaans ongemethyleerd zijn, de expressie van de
betreffende genen stil legt. Dit vindt in de regel plaats tijdens bepaalde fasen van de embryonale
ontwikkeling als de expressie van het gen niet gewenst is. Het vermoeden bestaat dat methyle-
ring ook een rol speelt bij het stilleggen van het C/EBPa gen tijdens tumorontwikkeling van
levercellen. CIEBPa is namelijk betrokken bij het in stand houden van de gedifferentieerde niet
groeiende staat van levercellen.
Een ander opmerkelijk kenmerk van het regelgebied is, dat het drie potenti€le bindingsplaat-
sen bevat voor C/EBP zelf. Dit doet vermoeden dat er bij cClEBPc sprake is van autoregula-
tie. Direkte autoregulatie van C/EBPq expressie is eerder aangetoond bij de rat en de muis en
indirekte autoregulatie bij de mens
Vergelijking van de aminozuurvolgorde van C/EBPa eiwitten van kip, mens, ratlmuis,
brulkikvors (Rana catesbeiana) en klauwpad (Xenopus laevis) laat zien dat er vijf afzonderlij-
ke gebieden zijn te onderscheiden waarvan de aminozuurvolgorde tijdens de evolutie sterk is
geconserveerd (Hoofclstuk 2) Het idee is dat deze gebieden afzonderlijke structurele domeinen
vormen, die specifieke functies hebben. Van drie gebieden is de functie bekend; het C-terminale
gebied, de zgn "basische-leucine rits" is verantwoordelijk voor dimerisatie met een andere
C/EBP-keten en DNA-binding. Aan de N-terminale kant van het eiwit liggen twee geconser-
veerde sequenties die verantwoordelijk zijn voor sterke transcriptie-activering middels interac-
tie met componenten van het basale transcriptiecomplex. Van de twee resterende interne
geconserveerde gebieden is duidelijk geworden dat ze verantwoordelijk zijn voor celtype-
specifieke activiteit van cClEBPa (Hoofdstuk 5)
De vertaling van C/EBPa-mRNA kenmerkt zich door de vorming van meerdere eiwitten
met verschillende ketenlengte tengevolge van het gebruik van interne startcodons. Er worden
in hoofdzaak twee C/EBPa-isovormen gemaakt, een volledig C/EBPa en een verkort C/EBPa
dat de twee meest N-terminale geconserveerde gebieden, verantwoordelijk voor trqnsactive-
ring, mist. De synthese van de verkorte isovorm wordt gereguleerd door een stroomopwaarts
gelegen korte volgorde (upstream open reading frame [uORF]) die potentieel codeert voor een
pentapeptide. De positie en de lengte van het uORF, alsmede de sterkte van de startplaats, is
strikt geconserveerd tussen verschillende diersoorten (Hoofdstuk 3). Onze hypothese is dat het
uORF een sensor is voor de activiteit van de eukaryote translatie-initiatiefactor 2 (eIF-2). elF-2
vormt samen met het initiator-methionyl-tRNA en GTP het ternaire complex. Dit ternaire
complex bindt aan de 4OS-ribosomale subunit en brengt het initiator-methionyl-tRNA naar het
startcodon onder hydrolyse van GTP en initieert zo de translatie. Voor elke translatie re-
initiatie moet het GDP-gebondet eIF-2 vervang€n worden door een GTP-gebonden eIF-2. Na
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vertaling van het C/EBPa-uORF zal een lage GTP-gebonden eIF-2 concentratie en ver-traag-
de translatie re-initiatie geven. Het ribosomale complex zal het eerste C/EBPa-startcodon
negeren om vervolgens op het interne startcodon te starten met de synthese van de korte
isovorm (zie Hoofclstuk l). Zo bepaalt de concentratie aan ternair complex de ratio van de
C/EBPa isovormen en dus de C/EBPc activiteit. Wij denken dat dit systeem een regelmecha,
nisme betreft dat snel, buiten de kern om, kan anticiperen op een veranderend milieu van de cel
waaronder hormoonstimulatie of metabole sisnalen.
Oestradiol inductie
Het proximale regulatiegebied van het apoVLDL II bevat twee EREs, drie bindingsplaatsen
voor C/EBP-transcriptiefactoren en bindingsplaatsen voor een andere leverspecifieke factor en
algemene transcriptiefactoren (Hoof<lstuk 4). Wisselwerking tussen ER en CIEBP werd
vermoed met name op grond van de nabijheid van de belangrijkste ERE en een C/EBP-bin-
dingsplaats, het element El-D. De studies beschreven in hoofdstuk 4 tonen aan dat in levercel-
len de aanwezigheid van cClEBPc absoluut noodzakelijk is om oestradiolinductie fficient te
laten plaats vinden. Daarbij wordt de hoogte van de oestradiolinductie bepaald door de
cClEBPa-isovorm die deelneemt aan de activering. De volledige cClEBPs-isovorm veroor-
zaakt samen met de ER een sterke inductie terwijl de verkorte isovorm samen met de ER een
lage inductie bewerkstelligt. In analogie met een geluidsversterker kan de ER als de aan-en-uit-
knop gezien worden en bepaalt de C/EBPcr-isovorm het geluidsniveau. CIEBPc en waar-
schijnlijk ook het verwante CIEBPp zijn dus regulatoren van het oestradiolafhankelijke x-
pressieniveau van apoVI-DL II (Hoodstuk 4).
De meest dringende vraag die er nu ligt is of en welke translatie-initiatiefactoren betrokken zijn
bij de translatieregulering van C/EBPa en C/EBPp en hoe de activiteit van deze initiatiefacto-
ren beinvloed wordt Een aantrekkelijke hypothese is dat de samenwerking van cls-regulatoire
elementen in mRNA-sequenties en translatie-initiatiefactoractiviteit een centraal regelmechanis-
me is in de aanpassing van genen betrokken bij metabole processen als gluconeogenese n
lipogenese aan een veranderend milieu, met name in de lever en het vetweefsel. Ook zouden
defecten in het regelmechanisme deregulering van celdeling tot gevolg kunnen hebben, leidend
tot ongeremde celgroei. Deze vraagstukken hebben mijn speciale interresse n ik wil hier in de
toekomst verder aan werken. Het werk hieraan zal ik voortzetten in het laboratorium van Dr.
Achim Leutz in het Max Delbnick-Centrum voor moleculaire medische wetenschappen te
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